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ソームの硬さについて評価を行った。また粒子の表面物性が生体組織との相互作用に与える影響に関して in vitro 及び in 
vivo にて評価し、リポソームの経肺投与型製剤としての可能性についても検討した。 
索引用語：リポソーム、原子間力顕微鏡、ポリマー修飾、フローサイトメトリー、キトサン、経肺投与
Methods for Measuring Rigidity of Liposomes 
and 
Effect of Surface Modification of Submicron-sized 
Particles on Bio-interaction 
Koji NAKANO 
Abstract: The Drug Delivery System (DDS) raises expectations as an effective method of achieving precise administration of 
active pharmaceutical ingredients.  Concerning formulating fine-particle products for drug delivery, physicochemical properties of 
particles, such as particle size, surface charge or surface condition are important factors for increasing the function of drug delivery. 
Liposomes as drug carriers are quite useful for controlling these properties.  Methods for evaluating physicochemical properties of 
submicron-sized particles are limited to the measurement of particle size or zeta potential and observation of morphology with a 
scanning or transmission electron microscope.  Therefore, a novel evaluation method is needed to develop a functional product of 
fine particles.  The rigidity of liposomes is evaluated with an atomic force microscope for the purpose of establishing a novel 
evaluation method.  The effects of surface properties on bio-interaction are also evaluated in vitro or in vivo then the possibility of 
polymer-coated liposomes as the dosage form for pulmonary administration is investigated. 
Keyphrases: liposomes, atomic force microscopy, polymer coating, flow cytometry, chitosan, pulmonary administration 
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H/P 比は 1 に近い値を示したことから、AFM 測定中にポ
リスチレン粒子の形状が大きく歪まなかったことが確認





Fig. 1 An AFM image of polystyrene particle adsorbed onto 
surface modified mica. Concentration of polystyrene particle: 























H/P 比は、リン脂質として EPC、DMPC、DSPC の順に大




なわち、脂質膜が揺らいだ状態にある EPC や DMPC で構
成されるような粒子は軟らかく、基板に吸着した際に潰れ
てしまったと考察された。リポソームの吸着の模式図を















































ね 0.1～0.2 μm の大きさの分子でも血管壁から漏れ出る
ことが知られている。この現象は EPR （ Enhanced 

























































Fig. 3 Comparison of H/P ratio of various type of liposomes. 
*p<0.05, ** p<0.01: significantly different from the H/P ratio of
EPC731, ††p<0.01: significantly different from the H/P ratio of 
DSPC551, ##p<0.01: significantly different from the H/P ratio 













































を選択し EPC：Chol.＝9：1 からなる、約 100nm にサイジ






ム と 相 互 作 用 し た J774 細 胞 か ら 検 出 さ れ る
1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocianinperchlor-
ate（DiI）の蛍光強度の経時的な変化を測定した。その結











Fig. 4 Effect of PVA-R coating on the interaction with J774 
cells (n=3). Lipid composition of liposomes: EPC:Chol.=9:1. 
●: non-coated liposomes, ○: PVA-R-coated liposomes, lipid
concentration: 1 mg EPC/mL, final PVA-R concentration: 
0.5% (w/v). 
Fig. 5 CLSM images of  DiI spots detected from J774 cells. 
(a) control, (b) non-coated liposomes, (c) PVA-R-coated 
liposomes, lipid concentration: 1 mg EPC/mL, final PVA-R 

















からなる PVA-R 修飾リポソームと J774 細胞との相互作
用について同様に評価した。
Fig. 6 Time co urses of the fl uorescence intensity of DiI  in 
J774 cells that  interacted with liposomes hav ing different 
cholesterol content (n=3). Lipid composition of liposomes: 
EPC:Chol.=5:5 (circles) or 9:1 (triangles), closed symbol: 
non-coated liposomes, open symbol: PVA-R-coated liposomes, 
lipid concentration: 1mg EPC/mL, final PVA-R concentration: 












































に用いる PVA-R 濃度が、PVA-R 修飾リポソームと J774 細
胞との相互作用に与える影響について評価した。
Fig. 7 Effect of PVA-R conc entration in coating on the 
interaction with J774 cells  (n=3). Lipid composition of 
liposomes: EPC:Chol.=5:5. Incubation time: 30 min, lipid 









量が増加した（0.5、1 及び 2% PVA-R 修飾リポソームの表
面 PVA-R 量：45.4、82.2 及び 136.4 mg PVA-R/mmol lipid）。
また前項において、最終 PVA-R 濃度として 0.5%で EPC55
を表面修飾した場合、PVA-R の不均一な修飾を引き起こ
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してしまう可能性を見出している。しかし、今回の結果か
ら、リポソームの表面修飾時の PVA-R 濃度の増加が、







Fig. 8 Effect of the existence of PEG layer on the surface of 
PLGA nanospheres on the cellular interaction of 
PEGylated PLGA nanospheres (n=3). Incubation 
temperature: 37°C, molecular weight of PEG: 6,000, the 
content of PEG-PLGA: 10% (w/w), the concentration of 
nanospheres: 1.0mg/mL. 
ここまでの検討において、リポソーム表面に存在する
PVA-R 層が J774 細胞との相互作用に対して、立体的な阻
害効果を示し、相互作用の抑制に有効であることを明らか
にした。そこで本項では、同一手法を用いて、PEG 修飾




した J774 細胞から検出される DiI の蛍光強度は、インキ
ュベート時のナノスフェアの濃度に依存して増加した。一
方、PEG-PLGA を用いて調製した PEG 修飾ナノスフェア










Fig. 9 Effect of PEG  molecular weight on cellular 
interaction of PEG ylated PLGA nanospheres (n=3). 
Incubation temperature: 37°C, the content of PEG-PLGA: 10% 
(w/w), the concentration of nanospheres: 1.0 mg/mL. 
Fig. 10 Eff ect of the content of PE G-PLGA on cellular 
interaction of PEG ylated PLGA nanospheres (n=3). 
Incubation temperature: 37°C, molecular weight of PEG: 

















































Fig. 11 CLSM images  of lun g tissue 5h aft er pulmonary 
administration of polymer-coated liposomes. (a) Non-coated 
liposomes, (b) Chitosan-coated liposomes and (c) 
PVA-R-coated liposomes, polymer concentration: chitosan; 













（BALF：Bronchoalveolar lavage fluid）中の CA を定量し、
リポソームの肺内挙動の定量的評価を行った。
Fig. 12 には、各種ポリマー修飾リポソーム投与 5 時間
後における、肺組織及び BALF 中への分布を投与量に対
する割合で示す。また Fig. 13 には、表面修飾時のポリマ
ー濃度を変化させたときの、各種ポリマー修飾リポソーム
の肺内挙動を示す。
Fig. 12 Eff ects of a  polymer coating on the behavior of 
polymer-coated liposomes in the lungs afte r pulmonary 
administration (n=3-6). Dose: 1.61mg DSPC/15.63μg 
CA/0.2mL/rat. Closed bar: lung tissue, open bar: BALF. 
Chitosan: 0.1 % (w/v) chitosan-coated liposomes, PVA-R: 2 % 




面修飾に用いるキトサンの濃度を 0.1 から 0.3 %と増加さ
せて、キトサン修飾リポソームを調製し経肺投与した結果、















Fig. 13 Effects of polymer concentration on the behavior of 
polymer-coated liposomes in the lung after  pulmonary 
administration (n=3-6). (a) 0-0.3 % (w/v) chitosan-coated 
liposomes, (b) 0-2 % (w/v) PVA-R-coated liposomes. Closed 




































Fig. 14 The a mount of total protein in bronchoalveolar 
lavage fluid a t 5h aft er pulmonary administration of  
polymer-coated liposomes to th e lung (n=3-5). PBS: 
phosphate buffered saline, Non: Non-coated liposomes, 
PVA-R: 2 % (w/v) PVA-R-coated liposomes, chitosan: 0.1 % 
(w/v) chitosan-coated liposomes. 
































































1) Tokumasu F., Jin A. J., Feigenson G. W., Dvorak J. A., 
Ultramicroscopy, 97, 217–227 (2003). 
2) Moller C., Allen M., Elings V., Engle A., Muller D. J., 
Biophys. J., 77, 1150–1158 (1999). 
3) Rotsch C., Jacobson K., Candeelis J., Radmacher M., 
Ultramicroscopy, 86, 97–106 (2001). 
4) Umemura K., Ishikawa M., Kuroda R., Anal. Biochem., 
290, 232–237 (2001). 
5) Burchell M. J., Cole M. J., Lascelles S. F., Khan M. A.,  
Barthet C., Wilson S. A., Cairns, D. B., Armes S. P., J. 
Phys. D: Appl. Phys., 32, 1719–1728 (1999). 
6) Inoue K., Biochim. Biophys. Acta., 339, 390–402 (1974). 
7) Seelig A., Seelig J., Biochemistry, 13, 4839–4845 (1984). 
8) Ladbrooke B. D., Williams R. M., Chapman D., Biochim. 
Biophys. Acta., 150, 333–340 (1968). 
9) Utsumi H., Inoue K., Nojima S., Kwan T., Chem. Pharm. 
Bull., 24, 1219–1225 (1976). 
10) Harashima H., Sakata K., Funato K., Kiwada H., Pharm. 
Res., 11, 402–406 (1994). 
11) Jass J., Tjarnhage T., Puu G., Biophys. J., 79, 3153–3163 
(2000). 
12) Takeuchi H., Yamamoto H., Toyoda T., Toyobuku H., 
Hino T., Kawashima Y., Int. J. Pharm., 164, 103–111 
(1998). 
13) Takeuchi H., Kojima H., Yamamoto H., Kawashima Y., J. 
Control. Rel., 68, 195–205 (2000). 
14) Ibrahim S. F., van den Engh G., Curr. Opin. Biotechnol., 
14, 5–12 (2003). 
15) Hai M., Bernath K., Tawfik D., Magdassi S., Langmuir, 
20, 2081–2085 (2004). 
16) Zeisig R., Shimada K., Hirota S., Arndt D., Biochim. 
Biophys. Acta., 1285, 237–245 (1996). 
17) Ishiwata H., Sato S. B., Kobayashi S., Oku M.,  
Vertut-Doi A., Miyajima K., Chem. Pharm. Bull., 46, 
1907–1913 (1998). 
18) Shin Y. K., Freed J. H., Biophys. J., 55, 537–550 (1989). 
19) Takeuchi H., Thongborisute J., Matsui Y, Sugihara H., 
Yamamoto H., Kawashima Y., Adv. Drug Deliv. Rev., 57, 
1583–1594 (2005). 
20) Harigai T., Kondo M., Isozaki M., Kasukawa H.,  
Hagiwara H., Uchiyama H., Kimura J., Pharm. Res., 18, 
1284–1290 (2001). 
21) Henderson R. F., Environ. Health Perspect., 56, 115–129 
(1984). 
